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論　文　内　容　の　要 旨
〔目　的〕
Focal adhesion kinase（p125FAK）は、非受容体型蛋白チロシン燐酸化酸素であり、細胞内
で接着斑（fbcaladhesion）に局在している。p125FAXは、integrinと細胞外基質などとの結合
や、prOtein kinase C（PKC）を活性化するような液性因子の刺激によりチロシン燐酸化を受
け、活性化される。活性化されたp125FAXは、その基質であるpaxillinのチロシン燐酸化など
を介して、細胞の形態変化や移動、増殖、蛋白合成に関与していると考えられている。
糖尿病腎糸球体では、integrinと結合するfibronectinやIiminin、typeⅣcollagenなどの細
胞外基質の増加や、PKCの活性化などの異常が報告されている。従って、糖尿病腎糸球体で
は、これらの異常を介してp125F瓜のチロシン燐酸化状態が変化し細胞機能障害が引き起こさ
れている可能性が考えられる。そこで、本研究は、糖尿病性腎障害の主たる病変部位である
腎糸球体において、P125FAXとその基質であるpaxillinのチロシン燐酸化状態がjL7Vjvoで変化
しているか否かを明らかにすることを目的とした。また、糸球体構成細胞の一つであるメサ
ンギウム細胞におけるp125F撼チロシン燐酸化機構に関しても検討を加えた。
〔方　法〕
7過齢の雄性SD系ラットに、StrePtOZOtOCin（STZ）55mgnCgを静脈内投与することにより
糖尿病ラットを作成した。一部の糖尿病ラットには1週間に3回以上の血糖測定を行い、その
結果を参考にしながらインスリン皮下投与により血糖コントロールを行った。STZ投与1、3、
7週後に糖尿病群、インスリン治療群、同週齢の対照群の糸球体を単離・可溶化し、以下の実
験を行った。
1．糸球体溶解液中の蛋白質のチロシン燐酸化状態を、抗phosphotyrosine抗体を用いた
wcstem blot法を用いて検討した。
2．糸球体溶解液を抗p125FAX抗体あるいは抗paxillin抗体にて免疫沈降し、それぞれの免疫
沈降物の蛋白質チロシン燐酸化状態を1．と同様の方法で検討した。
次いでメサンギウム細胞を培養し、以下の実験を行った。
3．メサンギウム細胞のfibronectinとの接着によるp125FAKのチロシン燐酸化を検討するた
めに、メサンギウム細胞をtrypsinEDTAにて剥離し、nbronectinでcoatした培養皿に貯置し
た。貯置後、接着した細胞を洛解し、溶解液中の蛋白質のチロシン燐酸化状態を1．2．と同
様の方法で検討した。
4．メサンギウム細胞における、細胞内蛋白質のチロシン燐酸化に対する高濃度ブドウ糖の
影響を検討するために、メサンギウム細胞を正常糖濃度群（0．4％FBS添加RPMI1640、
5．6mMブドウ糖）、高糖濃度群（同27．8mMブドウ糖）の2群にわけ5日間培養し、溶解した。
溶解液中の蛋白質のチロシン燐酸化状態を1．2．と同様の方法で検討した。
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〔結　果〕
1．STZ投与1週後には、糸球体内蛋白チロシン燐酸化状態に変化は見られなかったが、糖
尿病群において3過後には分子量約190、125、70kDa、7週後には分子量約125、70kDaの糸
球体内蛋白質のチロシン燐酸化が対照群に比べて克進していた。インスリン治療群では糖尿
病群に見られたチロシン燐酸化の克進は認められなかった。
2．p125FAXおよびpaxillinのチロシン燐酸化は、糖尿病群において3及び7過後に克進してい
ることが判明した。インスリン治療群では糖尿病群に見られたp125FAKおよびpaxillinのチロ
シン燐酸化の克進は認められなかった。
3．メサンギウム細胞において、浮遊状態ではp125EⅡのチロシン燐酸化は認めなかったが、
fibronectinに接着したメサンギウム細胞では、P125FAXのチロシン燐酸化の克進を認めた。
4．正常糖濃度群と高糖濃度群のメサンギウム細胞において、細胞内蛋白質のチロシン燐酸
化に変化を認めなかった。
〔考　察〕
本研究により、糖尿病ラット腎糸球体ではp125FAKおよびpaxillinのチロシン燐酸化が克進
しており、これらのチロシン燐酸化の克進は、インスリン治療により抑制されることが明ら
かになった。従って、このチロシン燐酸化克進は、糖尿病に基づく異常に起因していると考
えられる。しかしながら、メサンギウム細胞において、高濃度ブドウ糖は、細胞内蛋白質の
チロシン燐酸化には影響しなかった。このことより、糖尿病ラット腎糸球体のp125FAKチロシ
ン燐酸化の克進には、糖尿病腎糸球体におけるfibronectinなど細胞外基質の増加や、エンド
セリンー1の発現増強（エンドセリンtlはメサンギウム細胞でp125F瓜のチロシン燐酸化を克進
することが認められている、参考文献参照）など、高濃度ブドウ糖の直接作用以外の要因が
関与している可能性が考えられた。今回確認された糖尿病ラット腎糸球体におけるp125F碓活
性化は、PaXillinのチロシン燐酸化などを介して、糸球体細胞の機能異常に影響している可能
性が示唆される。
〔結　論〕
糖尿病ラット腎糸球体において、P125FAKおよびpaxillinのチロシン燐酸化が克進しており、
インスリン治療によってその克進が抑制された。
論文審査の結果の要旨
事　内謁㌫霊i霊ニ1霊岩漂慧芸言霊讐宗吾票
kinase C（PKC）活性化因子の刺激によって、P125FAXはチロシン残基を自己燐酸化し、活性
化する。活性化p125FAKはその基質であるpaxillinのチロシン燐酸化などを介して、細胞の形
態変化や移動・増殖・蛋白質合成に関与する。
糖尿病腎糸球体では、intcgrinと結合する細胞外基質の増加、PKCの活性化、エンドセリンー1
の発現増強などの異常が報告されている。糖尿病腎糸球体では、これらの異常を介して
p125FAKのチロシン燐酸化状態が変化し、細胞機能障害が引き起こされている可能性が推定さ
れている。そこで、本論文は、糖尿病性腎障害の主たる病変部位である腎糸球体において、
p125FAKとその基質であるpaxillinのチロシン燐酸化状態がin vivoで変化しているか否かを明
らかにすることを目的としたものである。また、in　vitroにおける培養メサンギウム細胞の
p125FAKチロシン燐酸化機構に対して検討を加えている。
本論文では、以下の1～4が明らかになった。
1．糖尿病ラット腎糸球体において、分子量約190、125、68kDaの糸球体内蛋白質のチロシ
ン燐酸化が先進し、インスリン治療によりこれらのチロシン燐酸化の克進は阻止される。
2．糖尿病ラット腎糸球体においてp125FAKおよびpaxillinのチロシン燐酸化が克進し、イン
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スリン治療によりこれらのチロシン燐酸化の克進は阻止される。
3．培養メサンギウム細胞において、fibronectinとの接着によりp125FAKのチロシン燐酸化が
克進する。
4．培養液糖濃度はメサンギウム細胞の細胞内蛋白質のチロシン燐酸化状態に影響しない。
以上の結果より、糖尿病ラット腎糸球体のp125FAKチロシン燐酸化の克進には、高血糖の直
接作用よりも糖尿病腎糸球体における丘bronectinなど細胞外基質の増加や、エンドセリンー1の
発現増強などの要因が関与している可能性が考えられた。
本論文は糖尿病性腎症における糸球体異常とチロシン燐酸化酸素の関係を考察する上で重
要な意味を持つと考えられ、博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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